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Patentansprtiche 

1- Verwendung von eineia oder mehreren Enzymen ausgewShlt aus der 
Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophanaminotransf erase, 
, Indol-3-pyruvatdecarboxylase vmd Indol-3-acetaldehydoxidase 
in einem Verfahren zur Identif izieriing von Verbindungen mit 
herbizider Wirkung. 



10 2. Verfahren zur Identif izierung von Substanzen mit herbizider 
Wirkung lamfassend die folgenden Schritte: 

a) Inkontaktbringen von einem oder mehreren Enzymen ausge- 
wahlt aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptopha- 
ns namino transferase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und In- 

dol~3-acetaldehydoxidase mit einer oder mehreren Testsub- 
stanzen unter Bedingungen, die die Bindung der Testsub- 
stanz(en) an eines der vorstehend genannten Enzyme oder 
an die Nxikleinsauresequenz , die eines vorstehend genann- 
20 ten Enzyme kodiert, erlauben; und 



b) Nachweis, ob die Test substanzen die Transkription, 
Translation oder Expression von mindestens einem der vor- 
stehend genannten Enzyme reduzieren oder blockieren; oder 

25 

c) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Aktivitat von minde- 
stens einem der vorstehend genannten Enzyme reduzieren 
Oder blockieren; oder 

30 d) Nachweis, ob die Testsubstanz an eines der vorstehend ge- 

nannten Enzyme bindet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass man 
die Testverbindung 

35 

a) mit einem pflanzlichen Zelllysat, das mindestens eines 

der Enzyme Tryptophanaminotransf erase, Indol-3-pyruvatde- 
carboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase enthalt, oder 

^0 b) mit mindestens einem der Enzyme Tryptophanaminotransf e- 

rase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetalde- 
hydoxidase, die entweder partiell oder vollstSndig gerei- 
nigt sind, versetzt und 
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c) im Anschlufi die enzymatische Aktivitat von mindestens ei 
nem der vorstehend genannten Enzyme im Vergleicdi zur 
Aktivitat von mindestend einem der vorstehend genannten, 
nicht mit einer Testverbindung versetzten Enzyme ermit- 
telt, wobei die chemischen Verbindungen selektiert wer- 
den, welche die Aktivitat von mindestens einem der vor- 
stehend genannten Enzyme reduzieren oder blockieren. 

4. Verfahren nach den Ansprtichen 2 bis 3 dadurch gekennzeichnet, 
dass man als Enzym Tryptophanamino transferase einsetzt. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Tryptophan oder ein Derivat des Tryptophans als Siibstrat ein- 
setzt und die enzymatischen Aktivitat in Schritt (c) (iber 



a) 


die 


Abnahme 


an L-Tiryptophan; oder 


b) 


die 


Zunahme 


an Indol-3-pyruvat; oder 


c) 


die 


Zunahme 


an Indol-3-acetaldehyd; oder 


d) 


die 


Zunahme 


an Indol-3-essigsaure; oder 


e) 


die 


Zimahme 


an Indol-3-butters^ure; oder 


f) 


eine 


Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis 



(e) 

ermittelt. 



. Verfahren nach Anspruch 2, dadtirch gekennzeichnet, dass man 
Indol-3-pyruvat oder ein Derivat des Indol-3-pyruvats als 
Substrat einsetzt vind die enzymatischen Aktivitat in Schritt 
(c) tiber 



a) die Abnahme an Indol-3-pyruvat ; oder 

b) die Zunahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 

c) die Zunahme an Indol-3-essigsaure; oder 

d) die Zunahme an Indol-3-buttersaure; oder 

e) eine Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis 
(d) 
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ennittelt. 

7. Verfahren nach Anspruch 2,dadurch gekennzeichnet, dass man 
Indol-3-acetaldehyd oder ein Derivat des Indol-3-acetaldehyds 

5 als Substrat einsetzt und die enzyxnatischen Aktivitat in 

Schritt (c) iiber 

a) die Abnahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 
.10 b) die Zunahme an Indol-S-essigsavire; oder 

c) eine Kombination der Methoden a) und b) 
ermittelt. 

15 

8. Verfahren nach einem der AnsprGche 2 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Bestimmung der enzyxnatischen Aktivitat 
spektroskopisch erfolgt. 

20 9. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 8. dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Identif izierxmg der Substanzen in • 
einem High-Throughput-Screening durchgef tihrt . 

10. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis. 9, dadurch gekenn- • 

25 zeichnet, dass die tiber das Verfahren au'sgewShlte Verbindung 

zur Verifizierung der herbiziden Wirkung auf eine Pflanze ap- 
pliziert wird. 

11. Verbindungen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer 
30 Wirkung identif iziert iiber eines der Verfahren nach den An- 

sprilchen 2 bis 10. 



35 



12. Verfahren zur Herstellung einer agrochemischen Zusammenset- 
zung, dadurch gekennzeichnet dass man 



40 



1. 



einen Wirkstoff iiber eines der Verfahren nach den Ansprii- 
chen 2 bis 10 identif iziert , \md 



45 



ii. diesen Wirkstoff mit fiir die Formulierung von agrochemi- 
schen Zusammensetzungen geeigneten Hilfsmitteln formu- 
liert. 

13. Verfahren zur BekSmpfung von unerwiinschtem Pf lanzenwuchs vmd/ 
Oder zur Regulation des Wachstxuns von Pflanzen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi man eine wirksame Menge mindestens einer 
Verbindung nach Anspruch 11 oder eine agrochemische Zusammen- 
setzung erhaitlich Ober das in Anspruch 12 genannte Verfahren 
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4 

auf Pf lanzen, deren Lebensraum und/oder auf Samen einwirken 

last. 

Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 11 oder einer agro- 
chemischen Formulierung erhaitlich iiber das in Anspruch 12 
genannte Verfahren zur Bekampfung von unerwOnschtem Pflanzen- 
wuchs und/oder zur Regulation des Wachs turns von Pf lanzen ge- 
m&& Anspruch 13 . 
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Tryptophanamino transferase, Indol-3-rpyruvatdecarboxylase und In- 
dol-3-acetaldehydoxidase als neue Targets fiir Herbizide 

5 Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Tryptophanamino trans- 
ferase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase uad Indol-3-ac6taldehydoxi- 
dase als neue Targets fiir Herbizide, Testverfahren zxir Identifi- 
.10 ziertmg herbizid wirkender Inhibitoren von einem oder mehreren 
der vorstehend genannten Enzyme, die. iiber dieses Verfahren iden- 
. tif izierten Inhibitoren mit herbizider Wirkung, sowie Verfahren 
zur BekSmpfTong xmeirwOnschten Pf lanzenwuchses auf Basis der erfin- 
dungsgemSfien Inhibitoren. 

15 

Zvim Auffinden neuer Herbizide werden die potentiellen Wirkstoffe 
nach konventioneller Vorgehensweise auf geeignete Testpflanzen 
appliziert. Diese Methode weist den Nachteil auf, dass zum Testen 
relativ groiSe Substanzmengen erforderlich sind. Zvm anderen wer- 

20 den bei der direkten Applikation auf die zu testenden Pflanzen 
bereits im ersten Screeningschritt auSerst hohe Anforderungen an 
die Testsubstanz gestellt, da nicht nur die Inhibierung oder son- 
stige Modulation der Aktivitat eines zellulSren Targets (in der 
Kegel ein Protein oder Enzym als Wirkort far ein Herbizid) erfor- 

25 derlich sind, sondem die Siibstanz dieses Target zunSchst Ober- 
haupt erreichen muss. Bereits in diesem ersten Schritt mufi die 
Testsxabstanz in Bezug auf Aufnahme durch die Pflanze, Permeabi- 
litat durch die verschiedenen ZellwSnde und Membranen, Persistenz 
zur Erreichimg des gewiinschten Effektes hohe Anf ordervmgen erfai- 

30 len, ehe es schliefilich Inhibierimg/ VerSnderung. der Aktivitat 
des gewOnschten Zielenzyms kommen kann. 

Es ist angesichts dieser Erfordernisse daher nicht tiberraschend, 
dass zum einen die Identif izierung neuer Wirkstoffe immer hohere 
35 Kosten verursacht, zxim anderen immer weniger Wirkstoffe entdeckt 
werden . 



40 



Es war deshalb Aufgabe in der vorliegenden Erfindung, neue Tar- 
gets far Herbizide zur Verfagvmg zu stellen. 



Diese Aufgabe wurde gelSst durch die Bereitstellung von Trypto- 
phanamino transferase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase vmd In- 
dol-3-acetaldehydoxidase als neue Targets far Herbizide. In die- 
sem Rahmen wxirden weiterhin Verfahren zur Identif izierung von 
45 Substanzen mit herbizider Wirkung bereitgestellt , welche -auf der 
Verwendung von einem oder mehreren Enzymen ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophanaminotransf erase. In- 
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dol-3-pyruvatdecarbo5cyiase xmd Inclol-3-acetaldehydoxidase basie- 



ren. 





Die Biosynthese von Indol-3-essigsSure (Auxin) , einem wichtigen 
5 Pflanzenhormon, geht von L-Tryptophan aus. In alien hoheren 

Pflanzenspezies wird der vom L-Tryptophan ausgehende Syntheseweg 
wie folgt realisiert: L-Tryptophan wird iiber die Tryptophan-Ami- 
notransferase in Indol-3-pyruvat xjmgewandelt , welches Ober die 
Indol-3-pyruvat Decarboxylase in Indol-3-acetaldeyd umgewandelt 
10 wird. Im AnschluS katalysiert die Indol-3-acetaldehydoxidase die 
Itoiwandlung des Indol-3-acetaldeyds in Indol-3-essigsaure, die 
wiederum durch die Indol-3-buttersauresynthase in Indol-3-butter- 
saure umgewandelt wird. . Dabei liegen die Enzyme Tryptophan-Ami- 
notransferase, Indol-3-pyruvat Decarboxylase und Indol-3-acetal- 
15 dehyd Oxidase in der Kegel in einem Multienzymkomplex vor. (Bar- 
tel, B. (1997), Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 51 
- 66; Mtlller, A., Weiler, E.W. , (2000) > Planta 211, 855 - 863). In 
Abhangigkeit vom untersuchten Gewebe und Spezies sind aber auch 
andere untergeordnete Biosynthesewege beschrieben (; Normanly, 
20 J., Bartel, B. (1999), Current Opinion in Plant Biology 2, 207 - 
213) . 

Die Verfahren zur Identif izierung von Substanzen mit herbizider 
Wirkung vimfassen die folgenden Schritte* 

25 

a) Inkontaktbringen von einem oder mehreren Enzymen ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophanamino- 
transf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetal- 
dehydoxidase mit einer oder mehreren Testsubstanzen unter Be- 

30 dingungen, die die Bindung der Testsubstanz (en) an eines der 

vorstehend genannten Enzyme oder an die NukleinsSuresequenz, 
die eines vorstehend genannten Enzyme kodiert, erlauben; und 

b) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Transkription, Transla- 
35 tion Oder Expression von mindestens einem der vorstehend ge- 
nannten Enzyme reduzieren oder blockieren; oder 

c) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Aktivitat von mindestens 
einem der vorstehend genannten Enzyme reduzieren oder blok- 

40 kieren; oder 



d) 



Nachweis, ob die Testsubstanz an eines der vorstehend genann- 
ten Enzyme bindet. 



45 Unter Reduktion oder Blockade der Transkription, Expression, 

Translation oder der Aktivitat in Schritt b) und c) ist eine si- 
gnifikante Abnahme im Vergleich zur Transkription, Ejcpression, 
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Translation oder der AktivitSt bestimmt in Vergleich einem Ver- 
fahren, welches sich vom vorstehend genannten Verfahren dadvirch 
unterscheidet, daS man keine Testsxibstanz hinzuftigt. 

5 Unter einer signif ikanten Abnahme ist eine Abnahitie von mindestens 
10 %, vorteilhaft mindestens 20 %, bevorzugt mindestens 30 %, 
besonders bevorzugt um mindestens 50 % und ganz besonders bevor- 
zugt um mindestens 70 % bis zu 100 % zu verstehen. 

10 Der Nachweis gemaS Schritt b) des oben stehenden Verfahrens kann 
anhand von dem Fachmann bekannten Blotting Methoden erfolgen. 

Der Nachweis gemaS Schritt d) des oben stehenden Verfahrens kann 
anhand von Techniken, welche die Wechselwirkung zwischen Protein 
15 und Ligand aufzeigen, detektieren, erfolgen. Hierbei sind insbe- 
sondere fiinf bevorzugte AusfOhrungsf ormen zu nennen, die in Zu- 
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung auch ftir Hochdurchsatz- 
methoden (High Trough Put Screening, HTS) geeignet sind: 

20 1. uber Fluoreszenz Korrelations Spektroskopie (FCS) (Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA (1994) 11753-11575) laSt sich die durch- 
schnittliche Dif fusionsrate eines FluoreszenzmoleJcQls in Ab- 
hSngigkeit zur Klasse in einem kleinen Probenvolumen bestim- 
men. Diirch Messen der MassenSnderung bzw. der daraus resul- 
25 tierenden verSnderten Dif funsionsrate einer Testverbindung 

beim Binden an das Enzym laiSt sich FCS zur Bestimmung von 
Protein-Ligand-Wechselwirkungen einsetzten. Ein Testsystem 
kann direkt zur Me s sung der Bindung einer durch ein Fluores- 
zenzmolekiil markierten Testverbindung aufgebaut werden. Al- 
temativ kann das Testsystem so konzipiert sein, dass eine 
durch ein Fluor^szenzmolekQl markierte chemische Referenzver- 
bindung durch weitere Testverbindtingen verdrSngt wird ("Ver- 
drandxingsassay") . Die so identif izierten, an das Enzym bin- 
denden Verbindungen sind als Inhibitor en geeignet. 



30 



35 



2 . Die Fluoreszenzpolarisation nutzt die Eigenschaf t eines mit 
polarisiertem Licht angeregten ruhenden Fluorophors ebenfalls 
wieder polarisiertes Licht zu emittieren. Kann der Fluorophor 
allerdings wShrend des angeregten Zustands ro tier en, so geht 
40 die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr oder 

weniger verloren. Bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. Tempe- 
ratur, Viskositat, L6sungsmittel) ist die Rotation eine Ftink- 
tion der MolekulgrolSe, womit man tiber das Messsignal eine 
Aussage tiber die GrQ&e des am Fluorophor gebundenen Rests 
treffen kann (Methods in Enzymology 246 (1995), pp. 283-300). 
Ein Testsystem kann direkt zur Messung der Bindiang einer 
durch ein Fluoreszenzmolekai markierten Testverbindung an das 



45 
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Enzym aufgebaut werden. Altemativ kann das Testsystem auch 
in Form des unter 1 beschriebenen "Verdrangungsassays" konzi- 
piert sein. Die so identifizierten, an das Enzym bindenden 
Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet. 

Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranfer" (FRET) basiert auf der 
strahlungslosen EnergieObertragung zwischen zwei rSumlich be- 
nachbarten Fluoreszenzmolekaien unter geeigneten Bedingvmgen. 
Eine Voraussetzimg ist die Oberlappung des Emissionsspektrums 
des Donormolektils mit dem Anregungsspektrum des Akzeptormole- 
kals. Durch Fluoreszenzmarkierung des Enzyms iind den auf Bin- 
dung Testverbindungen kann mittels FRET die Bindung gemessen 
werden (Cytometry 34, 1998, pp. 159-179). Altemativ kann das 
Testsystem auch in Form des unter 1 beschriebenen «Verdran- 
gungsassays" konzipiert sein. Eine besonders geeignete Aus- 
ftihrungsform der FRET Technologie ist die "Homogenous Time 
Resolved Fluorescence" (HTRF) , wie sie von Packard Bioscience 
vertrieben wird. Die so identifizierten, an das Enzym binden- 
den Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet - 

Surface Enhanced-Laser Desorption/Ionisation (SELDI) in Kom- 
bination mit einem Time of Flight Massenspektrometer (MALDI- 
TOF) ermSglicht die schnelle Analyse von Molekaien auf einem 
Trager und kann zur Analyse von Protein-Ligand Wechselwirkun- 
gen verwendet werden (Worral et al . , (1998) Anal. Biochem. 
70:750-756). In einer bevorzugten AusfOhrxingsform immobili- 
siert man nun das Enzym auf einem geeigneten TrSger und inku- 
biert diesen mit der Testverbindung. Nach einem oder mehreren 
geeigneten Waschschritten kann die an das Enzym zusatzlich 
gebundenen Molektile der Testverbindung mittels der oben er- 
wahnten Methodik detektieren und somit Inhibitoren selektie- 
ren. Die so identifizierten, an das Enzym bindenden Verbin- 
dxingen sind als Inhibitoren geeignet. 

Die Messung von Oberflachen Plasmonenresonanz basiert auf 
der Anderung des Br echnungs indexes an einer OberflSche beim 
Binden einer Testverbindung an ein auf besagter Oberflache 
immobilisierten Protein. Da die Anderung des Br echungs index 
far eine definierte Anderung der Massenkonzentration an der 
Oberflache quasi ftir alle Proteine und Polypeptide identisch 
ist, kann diese Methods prinzipiell auf jedes Protein ange- 
wendet werden (Lindberg et al. Sensor Actuators 4 (1983) 
299-304; Malmquist Nature 361 (1993) 186-187). Die Messung 
kann beipielsweise mit Hilfe der von Biacore (Freiburg) ver- 
triebenen auf Oberf lachen-Plasmonenresonanz basierenden Ana- 
lyseautomaten in einem Durchsatz von derzeit bis zu 384 Pro- 
ben pro Tag durchgeftihrt werden. Ein Testsystem kann direkt 
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zur Messung der Bindung einer Testverbindiing an das erf .-Pro- 
tein aufgebaut werden. Altemativ kann das Testsystem auch in 
Form des iinter 1 beschriebenen "VerdrSngungsassays" konzi- 
piert sein. Die so identif izierten an das Enzym bindenden 
Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet. 



Samtliche, iiber die oben genannten Verfahren identif izierten Sxib- 
stanzen kdnnen anschlieSend in einer anderen Ausftihrungsform des 
erfindungsgemaiSen Verfahren auf ihre herbizide Wirkvmg tiberprUft 
.10 werden. 



.Eine bevorzugte Ausftihnangsf orm des Nachweises gemafi Schritt d) 
ist dadvirch gekennzeichriet , dass man die zu testende Verbindung 

a) mit einem pflanzlichen Zelllysat, das mindestens eines der 
Enzyme Tryptophanaminotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxy- 
lase und Indol-3-acetaldehydoxidase enthait, oder 

b) mit mindestens einem der Enzyme Tryptophanaminotransf erase, 
Indol-3-pyruvatdecarboxylase xind Indol-3-acetaldehydoxidase, 
die entweder partiell oder vollstandig gereinigt sind, ver- 
setzt land 



im AnschluS die enzymatische Aktivitat von mindestens einem 
der vorstehend genannten Enzyme im Vergleich zux Aktivitat 
von mindestend einem der vorstehend genannten Enzyme, die 
nicht mit einer Testverbindung versetzt wvirden, ermittelt, 
wobei die Verbindungen selektiert werden, welche die enzyma- 
tische Aktivitat von mindestens einem der vorstehend genann- 
ten Enzyme reduzieren oder blockieren. 



Die in Schritt (b) eingesetzte, partiell oder vollstandig gerei- 
nigten Enzyme kSnnen aus pflanzlichen Zellen nach dem Fachmann 
bekannten Prozeduren erhalten werden, wie z.B. in Truelsen, T.A. 
(Physiol. Plant. 28 (1973) 67 - 70) beschrieben. Hierbei konnen 
samtliche Pf lanzenspezies, welche die Avixinbiosyn these Ober den 
Eingangs beschriebenen Stof fwechselweg realisieren, zur Isolation 
der Enzyme herangezogen werden. Beispielhaf t , aber nicht ab- 
schliefiend seien hier genannt Vertreter aus der Familie der Legu- 
minosae (Fabaceae) wie Mungbohnen (Vigna radiata) , Bohne (Phaseo- 
lus vulgaris) oder Erbse (Pisum sativum) sowie Vertreter aus der 
Familie der Gramineae (Poaceae) wie Mais (Zea mays) . Weitere Ver- 
treter aus der Familie der Legxuninosae sind dem Fachmann bekannt 
und beispielsweise in Strasburger "Lehrbuch der Botanik" , Sitte, 
P.. Ziegler, H. , Ehrendorfer, F., Bresinsky, A., Gustav Fischer 
Verlag, Stuttgart beschrieben. 
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Zur Identifizierung von Verbindungen in Schritt (c) wird nach ei- 
ner Reaktionszeit die enzymatische Aktivitat des entsprechenden 
Enzyms im Vergleich zur Aktivitat der nicht gehetnmten Enyzms er- 
mittelt. Hierbei werden Verbindtmgen selektiert, die eine signi- 
5 fikante Abnahme der enzymatischen Aktivitat zur Folge haben. 

Unter Reaktionszeit ist hier die Zeit zu verstehen, die man far 
die Durchfiihrung eines Aktivitatstests bis zum Erhalt einer si- 
gnifikanten Aussage Ober eine Aktivitat benStigt. Sie hSngt so- 
10 wohl vonder spezifischen Aktivitat des im Test eingesetzten Pro- 
teins als auch von der verwendeten Methode und der Empf indlich- 
keit .der verwendeten Gerate ab. Dem Fachmann ist die Ermittlung 
der Reaktionszeiten bekannt. Bei auf spektroskopischen Methoden 
basierenden Testsystemen liegen die Reaktionszeiten im allgemei- 
15 nen zwischen > 0 bis 120 Minuten. 

Die Bestimmung der Aktivitat kann durch Inkubation des jeweiligen 
Enzyms mit einem geeigneten Substrat erfolgen, wobei der Umsatz 
des Substrates oder der Anstieg des entstehenden Produktes spek- 
20 troskopisch verfolgt wird. 

Beispielsweise kflnnen Tryptophan, Indol-3-pyruvat iind In- 
dol-3-acetaldehyd als Substrate eingesetzt werden. Daneben keJnnen 
auch radioaktive Derivate oder mit chromophoren oder fluorophoren 
25 Gruppen modifizierte Derivate des Tryptophan, Indol-3-pyruvat und 
Indol-3-acetaldehyd in den Verfahren gemaJS der vorliegenden Er- 
findung eingesetzt werden, die zum Beispiel eine spektroskopische 
Bestimmung ermSglichen. 

30 In Abhangigkeit vom eingesetzten Substrat ergeben sich prinzi- 
^ piell drei Verf ahrensvarianten fOr die Bestimmung der Enzymati- 
schen Aktivitat: 

Verfahrensvariante 1 a)-e): 



35 



Verwendet man Tryptophan als Substrat zur Bestimmung zur Bestim- 
mung der enzymatischen Aktivitat von mindestens einem der Enzyme 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophana- 
minotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetal- 
40 dehydoxidase in Schritt (c) des Verfahrens I, so kann die enzy- 
matische Aktivitat ilber 

a) die Abnahme an L-Tryptophan; oder 

45 b) die Zunahme an Indol-3-pyruvat; oder 
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c) die Zunahme an lndol-3-acetaldehyd; oder 

d) die Zunahme an Indol-3-essxgsaure; oder 

5 e) eine Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis 
(d) 

ermittelt werden. 
10 Verf ahrensvariante 2 a) -d) : 

.Verwendet man Indol-3-pyruvat als Substrat zur Bestimmvmg zur Be- 
stimmung der enzymatischen Aktivitat von einem oder beiden Enzy- 
men auSgewShlt aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen In- 
15 dol-3-pyruvatdecarboxylase tjnd Indol-3-acetaldehydoxidase in 





Ober 




a) 


20 






b) 




c) 


25 


d) 




ermittelt werden. 
Verf ahrensvariante 3 a) -c) : 

30 

Verwendet man Indol-3-acetaldehyd als Substrat zur Bestimmung zur 
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Indol-3-acetaldehydo- 
xidase in Schritt (c) des Verfahrens I, so kann die enzymatische 
Aktivitat Ober 

35 

a) die Abnahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 

b) die Zunahme an Indol-3-essigsaxire; oder 
40 c) eine • Kombination der Methoden (a) und (b) 

ermittelt werden. 

Hierbei richtet sich die Wahl der Verf ahrensvariante aber auch 
45 die in den jeweiligen Verfahrensvarianten erwahnten Methodenkom- 
binationen nach der Zusammensetzung der fOr den Test eingesetzten 
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Enzynaesung bzw. danach, welche enzymatische Aktivitat zu bestim- 
men ist. 

Enthalt die ftir die den Test eingesetzte Enzymlastmg die Enzyme 
5 Tryptophanamino transferase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und In- 
dol-3-acetaldehydoxidase so sind folgende Methoden moglich: 1 a) , 
Id), 1 e) (e=a+d) , 2a), 2c), 2d) (d=a+c) und 3 a) , 3b), 3 c) 
(c=a+b) . 

10 Enthait die fur die den Test eingesetzte Enzymlosung Tryptophana- 
mino transferase und Indol-3-pyruvatdecarboxylase so sind folgende 
Methoden moglich: la), 1 c) , 1 e) (e=a+c) , 2 a) , 2 b) , 2 d) 
(d=a+b) 

^5 Enthait die ftir die den Test eingesetzte Enzyml6sung Indol-3-py- 
ruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase so sind fol- 
gende Methoden mSglich: 2 a), 2 c), 2d) (d=a+c) und 3 a) , 3 b), 
3 c) (c=a+b) . 

20 Enthait die ftir die den Test eingesetzte Enzymlosung Tryptophana- - 
minotransferase so sind folgende Methoden moglich: la), lb), 1 
e) (esa+b) . 

Enthalt die ftir die den Test eingesetzte Enzymlosung Indol-3-py- 
25- ruvatdecarboxj;iase so sind folgende Methoden mSglich: 2 a), 2 b). 
2 d) (d=a+b) 

Enthalt die ftir die den Test eingesetzte EnzymlSsung Indol-3-ace- 
taldehydoxidase so sind folgende Methoden mSglich: 3 a) , 3 b) 3 
30 c) (c=a+b) . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der oben genannten Verfah- 
rensvarianten wird zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat 
eine Mischung aus den drei Enzymen Tryptophanaminotransf erase, 
35 Indol-3-pyruvatdecarboxylase und lndol-3-acetaldehydoxidase ver- 
wendet, was wie oben stehend erwahnt folgende" Testmethoden ermSg- 
licht: la). Id), 1 e) (e=a+d), 2a), 2c), 2d) {d=a+c) und 3 
a) , 3 b), 3 c) <c=a+b) . 

40 Geeignete spektroskopische Methoden far die genannten Verfahren 
1, 2 und 3 sind Massenspektroskopie oder UV-VISSpektroskopie, LC/ 
UV-VIS (Fltissigchromatographie/UV-Vis Spektroskopie) oder OV-Vis 
Spektroskopie) . Insbesondere ftir die jeweiligen Verfahrensvarian- 
ten lb). Id), 1 e), 2 d) und 3 c) eignet sich Massenspektroskopie 

45 wxe LC/MS oder HPLC/MS oder diverse auf LC oder HPLC basierende 
Methoden in Verbindung mit Leitfahigkeitsmessungen, NMR-Messungen 
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Oder Messungen des Brechungs index, da diese die zeitgleiche Be- 
stimmung xinterschiedlicher Substanzen ermoglicht. 

In einer bevorzugten AusfOhningsform erfolgt die photometrische 
Bestimmxing angelehnt an ein von Simpson, R.M.et al. (Planta 201 
(1997) 71 - 77) und Truelsen, T.A. et al , (Phsiol. Plant. (1972) 
26, 289 - 295) beschriebenes Verfahren, die massenspektroskopi- 
sche Bestiinmung angelehnt an ein von Simpson, R.M. et al. (Planta 
201 (1997) , 71-77) beschriebenes Verfahren. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird die Zu^ bzw. 
Abnahme von Tryptophan und/oder Indol-3-pyruvat und/oder die Zu- 
nahme von Indol-3-essigsaure und/oder Indol-3-buttersaure zur Be- 
stimmung der enzymatischen Aktivitat photometrisch ermittelt. 



Die photometrischen Bestiinmung kann beispielsweise durch die Zu- 
bzw. Abnahme an Indol-3-pyruvat bei der Wellenlange X= 328nm de- 
tektiert werden (Simpson, R.M., Nonhebel, H.M., Christie, D.L. 
(1997), Planta 201, 71 - 77 , Truelsen,T. A. (1972), Phsiol. 
20 Plant., 26, 289 - 295). 

Die Zu- Oder Abnahme an Indol-3-essigsaure kann mittels Fluores- 
zenz detektiert werden (Ex = 254nm; Em = 360nm; nach Mazur H. et 
al, J. Appl. Phycology 13 (2001) 35-42). 

25 

Zudem kejnnen s&ntliche, in den vorstehend genannten Verfahren 
identifizierten Inhibitoren der Enzyme in einem in vivo Aktivi- 
tatstest auf ihre herbizide Wirkung Oberpir^ft werden. Hierbei 
wird die entsprechende Substanz zur (Jberprufung der herbiziden 
30 Wirkung auf die entsprechende Schadpflanze appliziert. 

Alle oben beschriebenen Verfahren werden im folgenden mit dem Be- 
griff ^'erfindungsgemaSes Verfahren"' beschrieben. 

35 Das erfindungsgem^fie Verfahren kann in einzelnen getrennten 

Verfahrensansatzen und/oder vorteilhaft gemeinsam oder besonders 
vorteilhaf t in einem High-Throughput-Screening durchgefiihrt wer- 
den und zur Identif izierung von Verbindungen mit herbizider Wir- 
kung verwendet werden. 

40 

In dem erf indungsgemSlSen Verfahren kSnnen auch mehrere Testver- 
bindungen eingesetzt werden. Wenn durch eine Gruppe von Testver- 
bindungen eine Beeinf lussung des Targets erfolgt, dann ist es 
entweder mdglich, die einzelnen Testverbindungen direkt zu iso- 
45 lieren oder die Gruppe von Testverbindungen in verschiedene Un- 
tergruppen teilen, z.B. wenn sie aus einer Vielzahl von verschie- 
denen Konponenten besteht, lim so die Zahl der verschiedenen Test- 
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verbindxingen im Testsystem zu reduzieren. Das erf indungsgemaiSe 
Verfahren wiederholt man dann itiit der einzelnen Testverbindiing 
Oder der entsprechenden Untergruppe von Testverbindiingen. Abhan- 
gig von der Komplexitat der Probe konnen die oben beschriebenen 

5 Schritte mehrmals wiederholt werden, vorzugsweise bis die gemSfi 
der erfindungsgemaiSen Methode identif izierte Untergruppe nur noch 
eine geringe Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Test- 

• verbindung xamfafit. 

10 Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen identif iziert 
nach den erf indungsgemaBen Verfahren. Diese Verbindungen werden 
im folgenden **selektierte Verbindungen" genannt. Sie weisen ein 
Molekulargewicht von kleiner 1000 g/mol, vorteilhaft kleiner 
900 g/mol, bevorzugt kleiner 800 g/mol, besonders bevorzugt klei- 
ner 700 g/mol, ganz besonders bevorzugt kleiner 600 g/mol und ei- 
nem Ki-Wert kleiner 1 mM auf . 

Die tiber die erf indungsgemaiSen Verfahren identif izierten Verbin- 
dungen konnen natarlich auch in Form ihrer landwirtschaf t brauch- 
20 baren Salze vorliegen. 

Unter landwirtschaf tlich brauchbaren Salzen koinmen vor allem die 
Salze derjenigen Kationen oder die SSureadditionssalze derjenigen 
Sauren in Betracht, deren Kationen beziehungsweise Anionen die 
25 herbizide Wirkung der uber die erf indimgsgemafien Verfahren iden- 
tifizierten Verbindungen mit herbizider Wirkung nicht negativ be- 
eintrScht igen • 




Ferner konnen die selektierte Verbindungen sofem sie asymmetri- 
30 sch substituierte a-Kohlenstof fatome enthalten. entweder als Ra- 
cemate, Enantiomerengemische, reine Enantiomere oder, sofem sie 
chirale Substituenten aufweisen, auch als Diastereomerengemische 
vorliegen. 

35 Die selektierten Verbindungen k5nnen chemisch synthetisierte oder 
mikrobiologisch produzierte Stoffe sein und z.B. in Zellextrakten 
von z.B. Pflanzen, Tieren oder Mi kro organ ismen auftreten. Das Re- 
aktionsgemisch kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine Zelle 
Oder Zellkultur umfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann 

40 bekannt und werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecu- 
lar Biology the cell, 3^<^ Edition (1994), z.B. Kapitel 17. 

MSgliche Testverbindungen konnen Expressionsbibliotheken wie z.B. 
cDNA-Expressionsbibliotheken, Peptide, Proteine, Nukleinsfiuren, 
45 Antikorper, kleine organische Stoffe, Hormone, PNAs oder Shnli- 
ches sein (Milner, Nature Medicin 1 (1995), 879-880; Hupp, Cell. 



BASF Aktiengesei:lfciaft 20011023 0.2.1^50/53368 DB 





11 

83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell. 79 (1994), 193-198 und darin 
zitierte Referenzen) . 

Die selektierte Verbindxingen kfinnen zur BekSmpfung von \mex- 
5 wtinschtem Pflanzenwuchs sowie imter UmstSnden auch zur Defolia- 
tion, beispielsweise von Kartoffeln, Oder Desikkation, beispiels- 
weise von Baumwolle verwendet werden. Des weiteren kannen die se- 
lektierten Verbindungen ggf . auch zur Regualtion des Wachs turns 
von Pflanzen verwendet werden, da Inhibitoren der Biosynthese des 
.10 Pflanzenhormons Auxins einen EinfluB auf das Wachstum der Pflan- 
zen haben kSnnen. Agrochemische Zusammensetzungen, welche die se- 
. lektierten Verbindtongen enthalten, bekampfen Pflanzenwuchs auf 
Nichtkulturflachen sehr gut, besonders bei hohen Auf wandmengen , 
In Kulturen wie Weizen, Reis, Mais, Soja und Baumwolle wirken sie 
15 gegen Unkrauter und Schadgraser, ohne die Kulturpf lanzen nennens- 
wert zu schadigen. Dieser Effekt tritt vor allem bei niedrigen 
Aufwandmengen auf. Die selektierten Verbindungen kSnnen zur Be- 
]can«>fung der oben bereits erwahnten Schadpflanzen verwendet wer- 
den. 

20 

In Abhangigkeit von der jeweiligen Applikationsmethode konnen se- 
lektierten Verbindungen bzw. diese enthaltende agrochemische Zu- 
sammensetzungen vorteilhaft noch in einer weiteren Zahl von Kul- 
turpflanzen zur Beseitigung unerwtinschter Pflanzen eingesetzt 
25 werden. In Betracht kommen beispielsweise folgende Kulturen: 

Allixom cepa. Ananas comosus, Arachis hypogaea. Asparagus 
officinalis. Beta vulgaris spec, altissima. Beta vulgaris spec, 
rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus var. napo- 
30 brassica, Brassica rapa var. silvestris. Camellia sinensis, 

Carthamus tinctorius, Carya illinoinensis. Citrus limon. Citrus 
sinensis, Coffea arabica (Coffea canephora, Coffea liberica) , 
Cucumis sativus, Cynodon dactylon, Daucus carota, Elaeis 
guineensis, Fragaria vesca. Glycine max, Gossypium hirsutum, 
35 (Gossypium arboreum, Gossypium herbaceum, Gossypium vitifolium) , 
Helianthus annuus, Hevea brasiliensis, Hordeum vulgare, Huraulus 
lupulus, Ipomoea batatas, Juglans regia. Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Lycopersicon lycopersicum, Malus spec, Manihot 
esculenta, Medicago sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum 
40 (N.rustica), Olea europaea, Oryza sativa, Phaseolus lunatus, 
Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, 
Prunus avium, Prunus persica, Pyrus communis, Ribes sylestre, 
Ricinus communis, Saccharum officinarum, Secale cereale, Solanum 
tuberosum. Sorghum bicolor (s. vulgare), Theobroma cacao, Tri- 
45 folium pratense, Triticum aestivum, Triticum durum, Vicia faba, 
Vxtis vinifera, Zea mays. 
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Dariiber hinaus kSnnen die selektierten Verbindungen auch in Kul- 
turen, die durch Ziichtimg einschlieSlich gentechnischer Methoden 
gegen die Wirkung von Herbiziden tolerant sind, verwandt werden. 

5 Weiter Gegenstand der Erfindxing ist ein Verfahren zur Herstellung 
der oben bereits erwShnten agrochemischen Zusammensetztmg, da- 
durch gekennzeichnet dass man selektierten Verbindxingen mit ftir 
die Formuliemng geeigneten Hilfsmitteln formuliert. 

10 Die selektierten Verbindungen kannen z.B. in Form von direkt ver- 
sprtihbaren wassrigen LSsimgen, Pulvem, Suspensionen, auch hoch- 
prozentigen wSSrigen, Oligen oder sonstigen Suspensionen bzw. 
Suspoemulsionen oder Dispersionen, emulgierbaren Konzentraten, 
Emulsionen, Oldispersionen, Fasten, StSxibemitteln, Streumitteln 
15 Oder Granulaten formuliert werden und durch Verspruhen, Veme- 
beln, Verstauben, Verstreuen oder GieEen angewendet werden. Die 
Anwendungsformen richten sich nach den Verwendvmgszwecken und der 
Natur der selektierten Verbindungen vmd sollten in jedem Fall 
mSglichst die feinste Verteilung der selektierten Verbindungen 
20 gewahrleisten. Die agrochemischen Zusammensetzung enthalten eine . 
herbizid wirksame Menge mindestens einer selektierten Verbindung 
irnd fOr die Fonmilierung von agrochemischen Zusammensetzungen Qb- 
liche Hilfsstoffe. 

25 Zur Herstellung von Emulsionen, Fasten oder wSssrigen oder Slhal- 
tigen Formulierungen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) kSn- 
nen die selektierten Verbindungen in einem einem 01 oder LSsungs- 
mittel geiest oder dispergiert werden, wobei weitere Fonnulie- 
nmgshilfsstoffe zur Homogeni si erring zugesetzt werden konnen. Es 
30 kannen aber auch aus selektierter Verbindung, gegebenenfalls Le- 
sungamitteln oder 01 sowie optional weiteren Hilfsmitteln beste- 
hende fltissige oder feste Konzentrate hergestellt werden, die zur 
Verdtinnung mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emul- 
gierbare Konzentrate (EC, EW) , Suspensionen (SC) , losliche Kon- 
35 zentrate (SL) , dispergierbaren Konzentrate (DC) , Fasten, Pastil- 
len netzbaren Pulvem oder Granulaten, wobei die festen Fonmilie- 
rungen entweder in Wasser leslich (soluble) oder dispergierbar 
(wettable) sein kannen. Desweiteren kannen entsprechende Pulver 
bzw. Granulate oder Tabletten noch mit einem festen, den Abrieb • 
40 Oder eine vorzeitige Wirkstof f freisetzxing verhinderenden Gberzug 
("coating") versehen werden. 

Prinzipiell sind unter dem Begriff Hilfsmittel folgende Substanz- 
klassen zu verstehen: Antischaumungsmittel, Verdicker, Netz-, 
45 Haftmittel, Dispergiermittel, Emulgiermittel, Bakterizide und/ 
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Oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutxing der oben genannten Mit- 
tel ist dem Fachmann bekannt. 

SLs, EWs vmd ECs kannen dxirch einf aches Mischen der entsprechen- 
5 den Inhaltsstoffe hergestellt werden, Pulver iiber Mischen oder 
Vennahlen in speziellen Mtlhlentypen (z.Bsp. HammerntQhlen) . DC, 
SCs und SEs werden tiblicherweise uber Nafivermahlung ("wet mill- 
ing*) hergestellt, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer 
organischen Phase, die weitere Hilfsmittel oder selektierte Ver- 
.10 bindiingen enthalten kann, hergestellt werden kann. Die Herstel- 
Iving ist bekannt. Pulver-, Streu- und Staubemittel kdnnen vor- 
. teilhaf t durch Mischen oder gemeinsames Vennahlen der wirksamen 
Substanzen roit einem festen Tragerstoff hergestellt werden. Gra- 
nulate, z.B- Umhtillvings-, In^ragniervings- tind Homogengranulate 
15 kSnnen durch Bindung der selektierten Verbindimgen an feste TrS- 
gerstoffe hergestellt werden. Weitere Details der Herstellung 
sind dem Fachmann bekannt, und z.Bsp. in folgenden Schriften auf- 
geftihrt: as 3,060,084, EP-A 707445 (ftlr flUssige Konzentrate) , 
Browning, "Agglomeration", Chemical Engineering, Dec. 4, 1967, 
20 147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th Ed., McGraw- 
Hill, New York, 1963, pages 8-57 wad. ff . WO 91/13546, US 
4,172,714, US 4,144,050, US 3,920,442, US 5,180,587, US 
5,232,701, US 5,208,030, GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, 
Weed Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc., New York, 
25 1961, Hance et al.. Weed Control Handbook, 8th Ed., Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1989 und Mollet, H., Grubemann, 
A. , Formulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Fed- 
eral Republic of Germany), 2001. 

30 Inerte flUssige und/oder feste TrSgerstoffe geeignet ftir die er- 
find\mgsgemaiSen Formulierungen sind dem Fachman in einer Vielzahl 
bekannt, wie z.Bsp. flQssige Zusatzstoffe wie MineralSlfraktionen 
von mittlerem bis hohem Siedepunkt, wie Kerosin oder Dieseiai, 
femer KohlenteerSle sowie Cle pflanzlichen oder tierischen Ur- 

35 sprungs, aliphatische, cyclische und aromatische Kohlenwasser- 
stoffe, z.B. Paraffin, Tetrahydronaphthalin. alkylierte Naphtha- 
line Oder deren Derivate, alkylierte Benzole oder deren Derivate, 
Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol , 
Ketone wie Cyclohexanon oder stark polare Lesungsmittel, z.B. 

40 Amine wie N-Methylpyrrolidon oder Wasser. 

Feste Tragerstoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kiesel- 
sauren, Kieselgele, Silikate, Talkum, Kaolin, Kalkstein, Kalk, 
Kreide, Bolus, L6iS, Ton, Dolomit, Diatomeenerde, Calcium- und Ma- 
45 gnesiumsulfat. Magnesiumoxid, gemahlene Kunststoffe, Diingemittel, 
wie Ammoniumsulfat, Ammoniumphosphat , Ammoniumnitrat, Hamstoffe 
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land pflanzliche Prodxakte wie Getreidemehl , Baiomr inden- , Holz- und 
Nufischalenmehl, Cellulosepulver oder andere feste Tragerstof fe. 

Oberfiachenaktive Stoffe (Tenside) geeignet ftlr die erf indvmgsge- 
5 maSen Formulienangen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, 
wie z.Bsp. Alkali-, Erdalkali-, Ammoniumsalze von aromatischen 
Sulfonsauren, z.B. Lignin-, Phenol-, Naphthalin- xmd Dibutylnaph- 
thalinsulfonsaure, sowie von Fettsauren, Alkyl- \ind Alkylarylsul- 
fonaten, Alkyl-, Laurylether- xmd Fettalkoholsulfaten, sowie 
10 Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und Octadecanolen sowie von Fet- 
talkoholglykolether, Kondensationsprodukte von sulf oniertem Naph- 
thalin \md seiner Derivate mit Formaldehyd, Kondensationsprodukte 
des Naphthalins bzw. der Naphthalinsulfonsauren mit Phenol und 
Formaldehyd, Polyoxyethylenoctylphenolether, ethoxyliertes Isooc- 
^5 tyl-, Octyl- oder Nonylphenol, Alkylphenyl-, Tributylphenylpolyg- 
lykolether, Alkylarylpolyetheralkohole, Isotridecylalkohol, Fet- 
talkoholethylenoxid-Kondensate, ethoxyliertes RizinusQl, Poly- 
oxyethylenalkylether oder Polyoxypropylenalkylether, Lavirylalko- 
holpolyglykoletheracetat, Sorbitester, Lignin-Sulf itablaugen oder 
20 Methylcellulose . 

Die Applikation der agrochemischen Zusammensetzungen bzw. der 
selektierten Verbindungen kann im Vorauflauf- oder im Nachauf- 
laufverfahren erfolgen. Sind die selektierten Verbindungen fOr 
25 gewisse Kulturpflanzen weniger vertrSglich, so kSnnen Ausbrin- 
gungstechniken angewandt warden, bei welchen die selektierten 
Verbindungen mit Hilfe der Spritzgerate so gespritzt warden, daS 
die Blatter der empf indlichen Kulturpflanzen nach MSglichkeit 
nicht getroffen werden, wahrend die selektierten Verbindvmgen auf 
30 die Blatter darunter wachsender unerwQnschter Pflanzen oder die 
unbedeckte Bodenflache gelangen (post-directed, lay-by) . 

Die Aufwandmengen an selektierten Verbindungen betragen je nach 
Bekampfungsziel, Jahreszeit, Zielpflanzen und Wachs turns stadium 
35 0.001 bis 3-0, vorzugsweise 0.01 bis 1.0 kg/ha. 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
veranschaulicht, die nicht als beschrankend aufgefaiSt werden 
soil ten. 



40 



Beispiel 1 - Enzymisolierung der Tryptophanaminotransf erase (TA- 
Tase) aus etiolierten Mungbohnen (nach Simpson, R.M., Nonhebel, 
H.M., Christie, D.L. (1997), Planta 201, 71 - 77) 



45 



BASF AktiengeseiaPtaft 20011023 O.Z. ^150/53368 DE 



15 

Die Mxmgbohnen ( Vigna radiata ) werden fiir 6-7 Tage in Vermicu- 
lite im Dunkeln angezogen. Die Pflanzen sind zmci Emtezeitpiinkt 
ca. 8 cm hoch. 

5 S&ntliche folgenden Arbeitsschritte finden bei 4^0 statt. lOOg 
frisch geemtetes Pf lanzenmaterial wird bei 4^0 mit 100 ml Extrak- 
tionspuffer (SOmM KH2PO4, pH 8.5; 0.5mM EDTA; O.SmM MnCl2; lOmM 
Isoascorbat) in 2 Schritten von je 1 min mit einem Mixer homoge- 
nisiert. Danach wird 5 g Polyvinylpolypyrolidon zugesetzt (Ver- 
io hatnis Pf lanzenmat . / PVPP 100 : 5 ), 5 min gertihrt, anschlieSend 
tiber 8 lagige Gaze filtriert. Nach Zentrif ugation des Filtrates 
(20000g, 40c, 20min; SL-250 T Rotor - Sorvall Super T 1 Zentri- 
fuge) wird der Oberstand einer fraktionierten Ammoniumsulfatfal- 
l-ung (60%, 80%) . Der verbleibende Ifcerstand wird verworfen, das 
15 Pellet mit 3ml Saulenpuffer (lOmM Tris-HCl, pH 8,0; 0,1M NaCl) 
resuspendiert iind auf ein Gesamtvoltimen von 5,0 ml gebracht iind 
tiber eine Squilibrierte PD 10 SSule (Ammersham Pharmacia) ent- 
salzt. Die entsalzte EnzymlSsxing wird je nach Verwendung porti- 
onsweise bei -20^0 eingefroren, kann aber je nach Bedarf auch di- 
20 rekt in den Enzymassay eingesetzt werden, 

Beispiel 2 - Enzymassay 

In einem geigneten GefaS werden 500|a.l Assaypuffer (O.IM Borax, pH 
25 8,5; lOmM Tryptophan, 0.5mM Na-Arsenat, 0 . SmM EDTA, 50(XM Pyrodo- 
xalphosphat) , lOOfil einer frisch angesetzten lOmM a-Ketoglutarat- 
ISsxing xmd ca. 50-250|Lil Enzyitilosung (5mg/ml) eingesetzt. Man er- 
gSnzt den Assay mit Wasser sowie lOfil Wirkstof f Idsung ad 1 ml, 
wobei die zugegebene Menge an Wirkstof f losung zwischen 1-5% des 
30 Gesamtansatzvoliimens liegen iind ImM nicht Oberschreiten sollte, 
und intaibiert 30 Minuten unter Schatteln bei 60^0. AnschlieSend 
wird die Reaktion mit ISOjil Methanol gestoppt und die Probe bei 
20000g / 5 Minuten zentrifugiert . Der tiber stand wird mittels LCMS 
- Methode analysiert, wobei die folgenden Gerate/ Parameter ver- 
35 wendet werden (hier sollte doch die Angabe des GerStetypes alle 
weiteren Parameter tiberfltissig machen) : 

Pumpen Bio-Tek 522 iind 520 
Saulenthermostat Bio-Tek 582 
Autosampler Bio-Tek 560 
UV-Detector Bio-Tek 535 

Massendetektor Applied Biosystems Mariner 

Phenomenex Aqua Sji C18 125 A, 150 x 2 jim 
Flufirate: 0,3 ml /min 

Laufmittel: Puffer A: 0,2% EssigsSure 
Puffer B: Methanol 



Gerate : 

40 



Saule: 

45 
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verwendeter Gradient: 0-30 min 75% auf 50% linear Puffer A 

30 - 35 min 50% Puffer A 
35 - 40 min 50% auf 75% linear Puffer A 
5 40-45 min 75 % Puffer A 



OV-Detektor: 



280 lun 



10 



Die far die Auswertung benStigten Retentions zei ten sind in Ta- 
belle. 1 zusammengef afit : 



Tabelle 1 



0 
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Verbindung 


Re tent i on s z e i t en : 


L-Tryptophan 


3,8 min 


Indol-3-essigsaure 


23,7 min 


Indol -3 -pyruvat 


35,2 min 
42,5 min *) 



*) hierbei handelt es sich um Ketoenoltautomerie 



25 



30 




35 



40 



45 



» 



BASF AktiengeseinBEiaft: 20011023 



O.Z. ^KO/53368 DS 



Tryptophanaminotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und In- 
dol-3-acetaldehydoxidase als neue Targets fur Herbizide 

5 Zusammenfassxing 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Tryptophanaminotrcins- 
f erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxi- 
dase als neue Targets ftir Herbizide, Testverfahren zur Identifi- 
10 zierung herbizid wirkender Inhibit or en von einem oder mehreren 
der vorstehend genannten Enzyme, die iiber dieses Verfahren iden- 
tif izierten Inhibitoren mit herbizider Wirkung, sowie Verfahren 
zur BekSmpfung unerwtinschten Pf lanzenwuchses auf Basis der erfin- 
dungsgemaSen Inhibitoren. 
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